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論 文 内 容 要 旨
生命現象の原動力 となつている生体 エネル ギーは生物体の とリスれ た有機物が数多 くの酵 素に よ
つて酬 ヒ分解 され てい く過程に生ずる。 ミトコン ドリア(Mt)は 生体内で必要 なエネル ギーをA
TPの形で生成する機構 を もつ細胞内穎粒であ り、,エネルギー生成の直接め基 質はNADH診 コハ
ク酸で ある～二とが 知 られてい る。コノ・ク酸,冠AI)Hの 酸 化酵 素は フラビンをpro8thθtiG
grOupとす る脱水素酵素とチ トク ロームを電子受容体 とす る末端酸化酵 素系 ξに.分け られ るが,
特に後者は鉄の価数ゐ変化 による酸化還元 のため電子伝達 系と名付 け られてい る。脱水素酵 素 とチ
トクローム系 とが どの ような繋が りをつ くつているかについては明 らかではないが,植 物,微 生物
などの 電子伝達系では フラ ビンとチ トクロ ームの 間にキノ ン類が中間電子 受容体 となつている例が
あ ることか ら考 えて,動 物 で も同様の物質の関与が考え られる。
1957年 イ ソブレ ノイ ド基 を側鎖に持っペ ンゾキノン誘導体 で あるuわiqui加 旦e(UQ)
が呼吸活性の強い牛の心筋 巫tか ら単離されて以来その電子伝達系 に:尉 る役割が注 目され,U・q
が フラビンとチ トクロー ムとの中間電子伝達体 として働 らくことを支持する実験結果が多数報告 さ 「
れ 拓 しか しなが らuqの 直接関与についてはそ れを疑わ しめる ような事実 秀見出されて齢 り,
uqの 関辱 しない電 子伝達系の存在を主張 している報告 もみ られる。
この ような背 景に立つてM.tの電子伝達系 におけ るuqの 意義及 びそれに関連 した物質の解析等
に関す る研究 を行 なつた。
電子伝達 系を解折す る一 手段 として一定の酸化還元電位 をもつた電子受容体 を用い基 質か ら受容
体までの電子 の流れを観察する:方法が あ り,皿ethyユene』bluθゴin己 ・:pheロolなどヵ蕊主
に用い られて来た。 これ らの色素 はいずれ 屯水 溶性で還元体が空 気中で容易に再酸化され る点が共
通 している。これに 対してテ トラゾ リウム塩類は酸化体が よく水に とけ無色で あるが,還 元体にな
ると赤 へ青に強 く呈色 し有機醸 可 溶なものに変化 し,ま た還元体 は空 気中で安定で再酸化されに
くい点,酵 素活性潰定 に好都合 な条件を有する。
テ トラゾール核 を二 個有するNeotetrazoユi11皿chlori吐e(22瞳一5.5L・tetraづ
Ph∂葺γユr5ろ竃、(441-1)ipheaアユeロe)ditetra50ユiulnChユoride)(以下Nτ と
略す)は 安定性にす ぐれそ の染色能力 につい て注 目され,生 体酸化に 関与する酵素系の組織化学的,
細 胞化灘 細究に月弘 られている。特に コハク酸脱水素酵 素系の灘定には適当な電子受容体が見出され




れる。すなわ ち従来N7の 化学試薬による還元生成物 と生体組織による還元生成物 とが→致しない
ことが あり,NTの生体組織による還元生成物がどのようなものであるかについて主に組織化学老
の間で議論されて来た。Nをの還元生成物は単一で組織との結合状態によつて色の変化が起るのだ
とい う主 張と,還元体は赤色と青色の成分に分離できそれぞれ異なつ左テトラゾリウ ム化 合物か ら
生成するのだろうという主張 とに大別できる。著者はNT還元体の幅広い吸収スペクトル及び薄層
クロマトグラフィーの結果か らNTの均一性に疑問があると考えたので撞丁の化学的,物理化学的


















セトンが最適であることを見出した。特にアセ トン抽出法の場合には,ア セ トンの含水量,M七 の
種類によつて得られた標品の組成及び機能に違いがみられる。牛心筋 垣七を4%含 水アセ トンで処
理すればU硯 を含む中性脂質のみが選択的に除去され,10%含 水アセトンでは中性脂質の他に約





いカ㍉ より容易にuqの 除去が可能であると考え,で きるだけ温和な条件で一定の特色ある標品を ・
得る処理方法を検討し島 そ して処理に よつて起る魑tの機能の変化 とその回復現象か ら特にuq
の意義について検討を加えた。この結果 ラツ ト肝Mtで はアセトンの含水量が1%で ある場合には
uqが特異的に抽出され,含 水量が4%になるとuqのみならず 甥ン脂質も抽出されることを確認
した。1%処 理標品はuqが存在 しな ぐともcア七〇chro皿eβ(cyt・c)を添加すれば充分な
量の酸素消費がみられる。 これはuqの欠如したMtの コハク酸酸化活性の回復はuqの 添加に依
存するとい う心筋Mtで の結果と異なる屯のである。





らに音波処理 して得られる顯粒部分を1%含水アセ トンで処理 した後中姓緩衝液で抽出して可溶性
部分を分離するとこの部分はさ らに強い阻害活性を有する。すなわち阻害作用を有する成分はアセ
トン処理によつてuqが抽出されると溶出されるようになる。 この阻害物質はゲル櫨過分析,加熱









る物質の存在 を示 してい る。その促進 する割合はcアt.c濃 度 に密接 な関係が あり4×10～
10鞠5Mの ときに顕 著な作 用を示す。本物質はゲル櫨過,加 熱,酸 アルカ リ処理,キ モ トリプシ
ン処理な どの結果 から蛋白質であることが 確認された。 この活性化 の機 構はコハク酸6cy七.C還
元酵素系活 性の賦活で あることが わかった。 コハク酸 一cyt.c還鷲 素系にっ き穎 粒部 分 と可溶
ロお
性部分との各々の活性 と両者が共存 したときの活性を比較するとcyちc濃 度が4刈0,,
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審 査 結 果 の 要 旨
本論文 はミ トコツ ドリアの電子伝 達系におけ るユ ビキノン(uq)の 意義およびその他電子伝達
に関・与する物質の解析等に関 して論 じた ものである。
生体酸化還元系の受容体 として用い られて来たネオテ トラゾリウムクロリド(NT)は 爽雑物 と
して2,5-diphe且y'1-5一αi:pheロy幽i七etτazoliumchユori己eを含む ことを確認 し.
NTと 爽雑物 とのクロマ トグラフィーによる分 離を行 つた。そして純翼丁を用いてラツト肝 ミトコンドリ,
アのコハ ク酸々化 酵素系に よるNTの 還元につい ての解析を術 なつた。 このNTがUQ,の 還元体 に
よつ て非 酵素的に定量的 に還元 される ことを確かめ,NTを 電子受容体 としてコハク酸一UQ還 元
酵素活性を測定す る:方法を確立 した。
ラツ ト肝 臓ミ トコン ドリアの 温湘 なア セ トン処 理方法を検討 した結果処理 アセ トンの含水量が.1
%の場合にはuqが 特異的に抽 出され含水量が4%に なる とuqの みな らず リン脂質 も抽出され る。
そして1%含 フkアセ トン処理標品はuqが 存在 しな くてもGγtドGを添加す ると充分な呼吸量を示
す,こ れは ラツ ト肝 ミトコン ドリアのコハ ク酸 々化酵素系にはuqの 関与せぬ系の存在を暗示す る
ものである。
1%含 水アセ トソ処理 ミトコソ ドリアを中性 リン酸緩衝液で抽出する と呼吸 能を有す る頼粒部 と
呼吸能をもたぬ可溶性部に分割 出来 る。 この可溶部は頼粒部 のコハク酸一UQ還 元活性を阻害すゐ,
この阻害に関一与す る物質 は。 ゲル濾過。加熱処理,キ モ トリプレン処理の結果よ り蛋 白質であ りg
ポリア クリルア ミド電気泳動にょ 砂酸性 の艦 白であることが明 らかとなつた。 この可溶性蛋 白は微
量:で有効で,可 溶性部とuqを あ らか じめ接触させ ると阻害が強 ぐ.UQに 強い親和力を有する蛋
白である。.・ ∫
一方 この可溶 部は穎粒部 のコ・・ク酸 々化 活性を促進 し,そ の割合 はCア℃・Gが4p.1r5～1r5
Mの とき現われる。 この作 用物質はやは り蛋 白であ る。可溶性部分が共存す る と4・10-5、1r5
Mcアt・.C:量でcアt・Cの 還元量が増加する ことか ら,こ の蛋白物質はi基質からcアt・Cの還元に
至る過程を促進することが,証 明された。
以上の如 く本論文は ミトコン ドリアの電子伝達系お よびそれに関す る物質の意義につい て新知見
を加えたもので博士論文 として価値あるものとみ とめる。
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